PCT/DE200W 002482 
BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND 




i REC'D 



0 5 J AH 2005 



PCT 



Prioritatsbescheinigung iiber die Einreichung 
eiher Patentanmeldung 



Aktenzeichen: 



10 2004 001 441.8 



Anmeldetag: 



08. Januar 2004 



Anmelder/lnhaber: 



Leica Microsystems Heidelberg GmbH, 
68165 Mannheim/DE 



Bezeichnung: 



Verfahren und Vorrichtung zur Justierung der beiden 
Objektive in einer 4Pi-Anordnung 



IPC: 



G 02 B 21/00 



Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ur- 
sprunglichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 



Munchen, den 10. Dezember2004 
Deutsches Patent- und Markenamt 
' Der President 

> Auftrag 



PRIORITY DOCUMENT 

r^MTrTED OR TRANSMITTED IN 
^ COMPLIANCE WITH 
RULE 17.1(a) OR (b) 




Faust 



4211/P/121 



c. 



Ullrich & Naumann 



Gewerblicher Rechtsschutz- Intellectual Property 
Heidelberg, 8. Januar 2004/lg 



Patentanmeldung 



der Firma 



Leica Microsystems Heidelberg GmbH 
Am Friedensplatz 3 

68165 Mannheim 



betreffend ein 



„Verfahren und Vorrichtung zur Justierung der beiden 
Objektive in einer 4Pi-Anorndung" 



Reprasentanz Spanien 

E - 03720 Benissa, Alicante 

C/Andalucia, M(2) - 56 



LuisenstraBe 14 
D-691 15 Heidelberg 
TeJefon +49 62 21/60 43-0 
Telefax +49 62 21/60 43-60 
e-mail: un@hd-patent.de 



-2- 



? 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Justierung der beiden 
Objektive in einer 4Pi-Anordnung eines vorzugsweise konfokalen Scanmikroskops, 
wobei mindestens eines der Objektive relativ zu dem anderen Objektiv bewegbar 
1st. 

In 4Pi-Anwendungen mussen immer zwei Objektive, die einander bezuglich einer 
Fokusebene gegenuber liegen und in orthogonaler Strahlachse zur Fokusebene 
stehen, derart ausgerichtet werden, dass sich ihre Fokusse jeweils genau in einem 
Punkt innerhalb der Fokusebene treffen. Nur bei dieser exakten Positionierung der 
beiden Objektive zueinander ist es moglich, qualitativ hochWertige und fehlerfreie 
Aufnahmen zu erstellen. 

Derzeit sind nur sehr wenige Verfahren und Vorrichtungen der eingangs genannten 
Art bekannt. Bei den bekannten Verfahren steht eines der beiden Objektive ortlich 
test, wahrend das andere Objektiv manuell in x-, y- und z-Richtung verschoben 
wird. x und y bezeichnen dabei konventionellerweise die Ebene orthogonal zur 
Strahlachse, und die z-Richtung ist in Richtung der Strahlachse definiert. Bei den 
bekannten Verfahren wird ein Strahlengang aus dem 4Pi-Aufbau ausgekoppelt und 
der interferometrische Aufbau der 4Pi-Anordnung genutzt. Im Konkreten wird das 
interferometrische Bild beobachtet und das bewegbar angeordnete Objektiv in x- 
und in y-Richtung solange verschoben, bis sich ein Bild einstellt, das die nullte Ord- 
nung zeigt. 

Das bekannte Verfahren ist unter zahlreichen Gesichtspunkten problematisch. So 
' kann zum einen die beschriebene Vorgehensweise nur fur eine Justierung der bei- 
den Objektive in x- und y-Richtung angewendet werden, wohingegen die Justierung 
in z-Richtung ein ganzlich anderes Verfahren erfordert. Fur die Praxis bedeutet das, 
dass ein Benutzer wahrend der Justage zwischen beiden Verfahren wechseln 
muss, was fur ihn mit einem groBen Zeitverlust verbunden ist. Zudem ist nachteilig, 
dass der Zustand, in dem die beiden Objektive exakt zueinander justiert sind, bei- 
spielsweise aufgrund von Drifts oder Vibrationen nicht uber langere Zeit stabil 
bleibt. Das hat zur Folge, dass die Bildaufnahme nur in dem Zeitraum moglich ist, in 
dem die abgeschlossene Justage gerade stabil ist. Bei einer auftretenden Dejusta- 
ge muss der Messvorgang abgebrochen werden, die beiden Objektive mussen er- 
neut exakt zueinander ausgerichtet werden, und erst dann kann die Messung fort- 
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gesetzt werden. Nicht zuletzt dieser komplizierten und zeitaufwendigen Justierung, 
die zudem ein hohes MaB an Kenntnissen und Erfahrung erfordert, ist es 
zuzuschreiben, dass der 4Pi-Mikroskopie bislang der groBe Durchbruch im Hinblick 
auf eine routinemaBige Anwendung versagt geblieben ist. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren und 
eine Vorrichtung zur Justierung der beiden Objektive in einer 4Pi-Anordnung der 
eingangs genannten Art derart auszugestalten und weiterzubilden, dass zum einen 
eine einfache und ohne spezielle Kenntnisse benutzerseitig durchfiihrbare Justie- 
rung moglich ist und dass zum anderen eine Stabilitat der 4Pi-Bildaufnahme uber 
einen langen Zeitraum erreicht ist. 

ErfindungsgemaB wird die voranstehende Aufgabe hinsichtlich eines.Verfahrens zur 
Justierung der beiden Objektive in einer 4Pi-Anorndung durch ein Verfahren mit 
den Merkmalen des Patentanspruchs 1 gelost. Danach ist ein Verfahren der ein- 
gangs genannten Art derart ausgestaltet, dass ein Referenzobjekt in den Pupillen 
der Objektive abgebildet wird, dass aus den Abbildungen des Referenzobjekts fur 
jedes Objektiv ein e'igenes Fourier-Bild erzeugt wird und dass durch Bewegen zu- 
mindest eines der Objektive relativ zu dem anderen die beiden Fourier-Bilder des 
Referenzobjekts zur Deckung gebracht werden. 

Des Weiteren ist die obige Aufgabe im Hinblick auf eine Vorrichtung zur Justierung 
der beiden Objektive in einer 4Pi-Anordnung durch eine Vorrichtung mit den Merk- 
malen des Patentanspruchs 14 gelost. Danach ist eine Vorrichtung der eingangs 
genannten Art derart ausgestaltet, dass zur Abbildung eines Referenzobjekts in den 
Pupillen der Objektive eine Beleuchtungseinrichtung und optische Einkoppelmittel 
vorgesehen sind, dass aus den Abbildungen des Referenzobjekts fur jedes Objektiv 
ein eigenes Fourier-Bild erzeugbar ist und dass durch Bewegen zumindest eines 
der Objektive relativ zu dem anderen die beiden Fourier-Bilder des Referenzobjekts 
zur Deckung bringbar sind. 

In erfindungsgemaBer Weise ist zunachst erkannt worden, dass in der 4Pi- 
Mikroskopie insbesondere der Vereinfachung der Justierung der Objektive eine 
ganz entscheidende Bedeutung zukommt. Diese Vereinfachung ist erfin- 
dungsgemaB dadurch realisiert, dass ein Referenzobjekt in den Pupillen der Objek- 
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tive abgebildet wird und dass aus den Abbildungen des Referenzobjekts fur jedes 
Objektiv ein eigenes Fourier-Bild erzeugt wird. Mit dem Fourier-Bild ist ein optisch 
sehr sauberes Instrument geschaffen, mit dem die exakte Ausrichtung der Objektive 
zueinander ganz einfach dadurch realisiert werden kann, dass zumindest eines der 
Objektive relativ zu dem anderen solange bewegt wird, bis sich die beiden aus den 
beiden Objektiven stammenden Fourier-Bilder des Referenzobjekts einander genau 
uberdecken. Aufgrund der hohen Sensitivitat, die durch Ausnutzung der Fourier- 
Bilder erreicht wird, kann die exakte Ausrichtung der beiden Objektive zueinander 
zudem uber einen langen Zeitraum beibehalten werden, so dass mit einer sehr Ian- 
gen stabilen 4Pi-Bildaufnahme zu rechnen ist. SchlieBlich ist gegenuber den be- 
kannten Verfahren und Vorrichtung ein Vorteil dahingehend geschaffen, dass die 
Objektive sowohl in der x, y-Ebene als auch in der z-Richtung im Wesentlichen in 
gleicher Weise justiert werden konnen. Das erfindungsgemaBe Verfahren erfordert 
noch nicht einmal den Ausbau der Probe Oder sonstige storende Eingriffe in das 
Mikroskop selbst. 

In besonders vorteilhafter Weise konnte das Referenzobjekt eine zweidimensionale 
Struktur aufweisen, so dass im Fourier-Bild Beleuchtungsverteilungen sowohl ent- 
lang der x-Achse als auch entlang der y-Achse auftreten. Im Hinblick auf eine gute 
Auswertbarkeit der Fourier-Bilder und insbesondere, urn im Fourier-Bild entlang der 
x-Achse und entlang der y-Achse dieselbe Beleuchtungsverteilung zu erhalten, 
konnte das Referenzobjekt bevorzugt als Kreuzblende ausgefuhrt sein. 

Zur Vermeidung moglichst jeglichen Eingriffs in den Beleuchtungs- und De- 
tektionsstrahlengang der 4Pi-Anordnung ist es von ganz besonderem Vorteil, das 
Referenzobjekt auBerhalb der 4Pi-Anordnung bereitzustellen. 

Als Beleuchtungseinrichtung konnte eine Laserlichtquelle vorgesehen sein, wobei 
es sich hier insbesondere urn eine Infrarot-Laserlichtquelle handeln konnte. Es hat 
sich gezeigt, dass durch infrarotes Beleuchtungslicht die mikroskopische Bildauf- 
nahme nahezu nicht beeinflusst wird. 

Zur Einkopplung des Lichts der Beleuchtungseinrichtung in den 4Pi-Strahlengang 
konnten ein Strahlteilerwurfel und eine Linse vorgesehen sein. Durch die Verwen- 
dung eines Strahlteilerwurfels, vorzugsweise eines 50/50-Strahlteilerwurfels, wird 
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zum einen erreicht, dass das Licht der Beleuchtungseinrichtung problemlos in den 
4Pi-StrahIengang einkoppelbar ist, und wird zum anderen erreicht, dass das aus 
dem 4Pi-Strahlengang wieder austretende Licht nicht vollstandig auf das Referenz- 
objekt bzw. die Beleuchtungseinrichtung zuruckgestrahlt wird, sondern zur Untersu- 
chung der 'Fourier-Bilder bereitgestellt werden kann. 

Um das Referenzobjekt in den Pupillen der Objektive abzubilden, ist das Refe- 
renzobjekt in vorteilhafter Weise unmittelbar auf der der Beleuchtungseinrichtung 
zugewandten Seite des Strahlteiierwurfels angeordnet. 

In einer konkreten Ausfuhrungsform ist vorgesehen, die Fourier-Bilder mittels einer 
Linse auf eine Kamera, vorzugsweise auf eine CCD-Kamera, abzubilden. Die aus 
den beiden Objektiven resultierenden Fourier-Bilder des Referenzobjekts erschei- 
nen dabei ahnlich zweier Fadenkreuze im Kamerabild und konnen daher auf be- 
sonders einfache Weise im Rahmen einer ersten Grobjustierung durch Bewegen 
mindestens eines der beiden Objektive relativ zu dem anderen Objektiv zur gegen- 
seitigen Oberdeckung gebracht werden. 

Fur eine anschlieBende hochprazise Feinjustierung konnte das Uberdecken der 
beiden Fourier-Bilder mittels in der Ebene der Fourier-Bilder platzierter Photodioden 
kontrolliert werden. Zur einfachen Unterscheidung zwischen horizontal (d.h. in x- 
Richtung) und vertikal (d.h. in y-Richtung) verlaufenden Beleuchtungsstrukturen im 
Fourier-Bild werden die Photodioden in vorteilhafter Weise im Raum hoherer Ord- 
nung der Fourier-Bilder angeordnet. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind zwei Photodioden entsprechend der 
zweidimensionalen Struktur des Referenzobjekts derart angeordnet, dass die eine 
Photodiode die vertikalen Strukturen und die andere Photodiode die horizontalen 
Strukturen der Fourier-Bilder erfasst. Selbstverstandlich konnen auch mehr als zwei 
Photodioden vorgesehen sein. 

Zur Positionierung der Objektive in der x,y-Ebene, wird mindestens eines der Ob- 
jekte solange verschoben, bis sich an beiden Photodioden jeweils ein maximaler 
Intensitatswert einstellt. In diesem Fall ist garantiert, dass sich die Fourier-Bilder 
exakt decken und dass sich die Fokusse der beiden Objektive exakt in einem Punkt 
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innerhalb der Fokusebene treffen. Die mit den jeweiligen maximalen Intensitatswer- 
ten der beiden Photodioden korrespondierende x.y-Positionierung der Objektive 
konnte zum Zwecke einer spateren Abrufbarkeit in einem Permanentspeicher ge- 
speichert werden. 

Zur Justierung der Objektive entlang der Strahlachse, d.h. in z-Richtung, konnte 
mindestens eines der Objektive in Richtung der Strahlachse so verschoben werden, 
dass das Summensignal der Photodioden einen maximalen Intensitatswert erreicht. 
Das Summensignal der beiden Photodioden wird namlich gerade dann maximal, 
wenn die Fourier-Bilder scharf abgebildet werden, d.h. die Objektive in z-Richtung 
derart zueinander positioniert sind, dass sich ihre Fokusse genau in einem Punkt 
der Fokusebene treffen. Auch die mit dem Maximum des Summensignals der bei- 
den Photodioden korrespondierende z-Positionierung der Objektive konnte in einem 
Permanentspeicher gespeichert werden. 

Weichen die Signalintensitaten der Photodioden von den Maximalwerten ab, was 
gleichbedeutend ist mit einer beispielsweise durch Drift oder Vibration hervorgeru- 
fenen Dejustierung der Objektive, so konnte vorgesehen sein, dass die Messung 
automatisch unterbrochen wird.. Fur den Grad der nicht mehr tolerierbaren Abwei- 
chungen, bei denen die Messung gestoppt werden soil, konnten im Vorfeld einer 
Messung Grenzwerte festlegbar sein. Das Unterbrechen der Messung konnte dem 
Benutzer durch ein akustisches und/oder optisches Signal angezeigt werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass beim Auftre- 
ten von Abweichungen der Signalintensitaten der Photodioden vom Maximalwert 
das Objektiv automatisch nachgefuhrt wird. Dazu konnten im Konkreten piezoelekt- 
rische Verstellelemente an dem Objektiv vorgesehen sein, die in Abhangigkeit der 
Signalintensitaten der Photodioden ansteuerbar sind. Die Ansteuerung der piezo- 
elektrischen Verstellelemente konnte auch in Abhangigkeit von Auswertedaten ei- 
ner Bildverarbeitung der Kamerabilder erfolgen. 

Das Kontrollieren der Fourier-Bilder und ggf. das Nachfuhren des Objektivs konnte 
wahrend einer Messung in regelmaBigen Abstanden zyklisch wiederholt werden. 
Dafur konnte die Messung unterbrochen werden, es ist jedoch ebenfalls denkbar, 
die Messung weiterlaufen zu lassen. Im zuletzt genannten Fall ist es von besonde- 





rem Vorteil, die wahrend einer Messung durchgefuhrten Bewegungen des Objektivs 
zu protokollieren. Anhand der protokollierten Daten konnen ggf. Fehler bei der spa- 
.teren Bitdauswertung korrigiert werden. 

Es gibt nun verschiedene Mogiichkeiten, die Lehre der vorliegenden Erfindung in 
vorteilhafter Weise auszugestalten und weiterzubilden. Dazu ist einerseits auf die 
dem Patentanspruch 1 nachgeordneten Patentanspruche und andererseits auf die 
nachfolgende Erlauterung eines bevorzugten Ausfuhrungsbeispiels der Erfindung 
anhand der Zeichnung zu verweisen. In Verbindung mit der Erlauterung des bevor- 
zugten Ausfuhrungsbeispiels der Erfindung anhand der Zeichnung werden auch im 
Allgemeinen bevorzugte Ausgestaltungen und Weiterbildungen der Lehre erlautert. 
In der Zeichnung zeigt 

Fig. 1 in einer schematischen Darstellung eine 4Pi-Anordnung sowie die An- 

kopplung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung zur Justierung der 
beiden Objektive der 4Pi-Anordnung und 

Fig. 2 in einer schematischen Darstellung ein Ausfuhrungsbeispiel einer er- 

findungsgemaBen Vorrichtung. 

Fig. 1 zeigt - schematisch - eine 4Pi-Anordnung eines konfokalen Scanmikroskops 
1 zur Untersuchung eines Objekts 2. Das Scanmikroskop 1 umfasst einen Beleuch- 
tungsstrahlengang 3 einer Laserlichtquelle 4, einen Detektionsstrahlengang 5 eines 
Detektors 6 und ein den Beleuchtungsstrahlengang 3 in zwei Be- 
leuchtungsteilstrahlengange 7, 8 aufspaltendes und den Detektionsstrahlengang 5 
vereinigendes Bauteil 9. 

Das zur Beleuchtung des Objekts 2 dienende Beleuchtungslicht 10 der Lichtquelle 
4 wird iiber eine Linse 11 auf die Anregungslochblende 12 abgebildet. Das die An- 
regungslochblende 12 passierende Licht wird von dem dichroitischen Strahlteiler 13 
in Richtung einer Strahlablenkvorrichtung 14 reflektiert. Die Strahlablenkvorrichtung 
14 scannt den Beleuchtungslichtstrahl 10 in zwei im Wesentlichen senkrecht zuei- 
nander stehenden Richtungen. Der von der Strahlablenkvorrichtung 14 reflektierte 
und gescannte Lichtstrahl trifft auf das Bauteil 9, wo er in zwei Teilstrahlen 15, 16 
aufgeteilt wird. Das die beiden Teilstrahlen durchlaufende Beleuchtungslicht wird an 
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den Spiegeln 17, 18 reflektiert und uber die Mikroskopobjektive 19, 20 von beiden 
Seiten aus in den gleichen Objektpunkt des Objekts 1 fokussiert. Das Ablenken des 
Beleuchtungslichtstrahls 10 von der Strahlablenkvorrichtung 14 bewirkt eine Orts- 
anderung der Beleuchtungsfokusse der beiden Mikroskopobjektive 19, 20, so dass 
das Objekt 1 zweidimensional in der Fokalebene beleuchtet werden kann. 

Das von dem lediglich schematisch gezeichneten Objekt 1 ausgehende Detektions- 
licht - beispielsweise Fluoreszenz-, Reflexions- oder Transmissionslicht - wird von 
den beiden Mikroskopobjektiven 19, 20 aufgesammelt und durchiauft die Beleuch- 
tungsstrahlengange 7, 8 in umgekehrter Richtung. Das vom Mikroskopobjektiv 19 
(20) aufgesammelte Detektionslicht wird vom Spiegel 17 (18) in Richtung des den 
Detektionsstrahlengang 5 vereinigenden Bauteils 9 reflektiert. Das Detektionslicht 
wird beim Passieren des Bauteils 9 vereinigt und uber die Strahlablenkvorrichtung 
14, den dichroitischen Strahlteiler 13 in Richtung der Detektionslochblende 21 ge- 
leitet. Lediglich wenn Detektionslicht aus dem Beleuchtungsfokus der beiden Mi- 
kroskopobjektive 19, 20 stammt, kann dieses Detektionslicht die Detektions- 
lochblende 21 passieren, da die Detektionslochblende 21 gemaB dem konfokalen 
Prinzip in einer zum Beleuchtungsfokus der beiden Mikroskopobjektive 19, 20 op- 
tisch korrespondierenden Ebene angeordnet ist. In gleicher Weise ist die Anre- 
gungslochblende 12 in einer optisch korrespondierenden Ebene zu dem gemein- 
samen Beleuchtungsfokus der beiden Mikroskopobjektive 19, 20 angeordnet. 

Zur exakten Ausrichtung der beiden Mikroskopobjektive 19, 20 derart, dass sich die 
Fokusse der beiden Mikroskopobjektive 19, 20 exakt in einem Punkt in der Fokus- 
ebene treffen, dient die in Fig. 1 lediglich schematisch angedeutete und mit dem 
Bezugszeichen 22 versehene erfindungsgemaBe Vorrichtung, die in Fig. 2 in groBe- 
rem Detail dargestellt ist. 

Fig. 2 zeigt schematisch den konkreten Aufbau eines Ausfuhrungsbeispiels einer 
erfindungsgemaBen Vorrichtung zur Justierung der beiden Mikroskopobjektive 19, 
20 in einer 4Pi-Anordnung eines konfokalen Scanmikroskops 1 . Eine Kreuzblende 
23, die im unteren rechten Teil von Fig. 2 vergroBert dargestellt ist, wird erfindungs- 
gemaB in den Pupillen der Mikroskopobjektive 19, 20 abgebildet. Dazu wird das 
Beleuchtungslicht einer Infrarot-Laserlichtquelle 24 uber eine Lichtieitfaser 25 auf 
ein geeignetes Linsensystem 26 gefuhrt, so dass die Kreuzblende 23 vollstandig 
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und gleichmaBig ausgeleuchtet wird. Die Kreuzblende 23 liegt auf der der Beleuch- 
tungslichtquelle 24 zugewandjen Seite eines 50/50-StrahlteilerwQrfels 27 (BSC Pol 
Ir). Uber eine Abbildungslinse 28 wird das Beleuchtungslicht an dem Bauteil 9 in die 
4Pi-Anordnung eingekoppelt, so dass in der Ebene 29 ein Zwischenbild der Kreuz- 
blende 23 entsteht und diese in den Pupillen der Mikroskopobjektive 19, 20 abge- 
bildet wird. Das aus der 4Pi-Anordnung wieder austretende Licht durchdringt den 
Strahlteilerwurfel 27 und wird uber eine Linse 30 in eine zweidimensionale Fourier- 
Transformierte der Kreuzblende 23 abgebildet. Aufgrund der oben beschriebenen 
Strahlfuhrung ergibt sich fur jedes der beiden Mikroskopobjektive 19, 20 ein eige- 
nes Fourier-Bild der Kreuzblende 23. Eine weitere Linse 31 dient zur Abbildung der 
Fourier-Transformierten auf eine CCD-Kamera 32. 

Die optischen Verhaltnisse in der Ebene 33 der Fourier-Transformierten sind im 
linken unteren Teil von Fig. 2 im Detail dargestellt. Zu erkennen sind zwei ge- 
geneinander verschobene Fourier-Bilder der Kreuzblende 23, wobei das mit Fxy1 
bezeichnete Fourier-Bild aus der Abbiidung der Kreuzblende 23 in die Pupille des 
Mikroskopobjektivs 19 und das mit Fxy2 bezeichnete Fourier-Bild entsprechend von 
Mikroskopobjektiv 20 resultiert. Die in Fig. 2 dargestellte Situation, in der die beiden 
im Sinne eines Fadenkreuzes erscheinenden Fourier-Bilder gegeneinander ver- 
schoben sind, deutet daraufhin, dass die beiden Mikroskopobjektive 19, 20 nicht 
exakt aufeinander justiert sind. Fur eine erste Grobjustierung der beiden Mikro- 
skopobjektive 19, 20 wird in einem ersten Schritt die Kamera 32 zur Kontrollsich- 
tung verwendet, indem der Anwender durch Verschieben des Objektivs 19 - Mikro- 
skopobjektiv 20 ist im vorliegenden Fall ortsfest ausgefuhrt - die beiden Fourier- 
Bilder Fxy1 und Fxy2 zur Deckung bringt. Ist dieses Vorgehen vom Anwender ab- 
geschlossen worden, so kann er fur eine Feinjustierung in einem zweiten Schritt 
einen Automatisierungsprozess starten, der im Folgenden beschrieben wird: 

In der Ebene 33 der Fourier-Transformierten sind im Raum der hoheren Ordnungen 
zwei Photodioden 34, 35 platziert. Wenn die Mikroskopobjektive 19, 20 ideal zuein- 
ander ausgerichtet sind, d.h. bei Superposition von Fxy1 und Fxy2, zeigen beide 
Photodioden 34, 35 jeweils einen maximalen Intensitatswert. Iterativ kann das ver- 
fahrbare Objektiv 19, das uber nicht gezeigte piezoelektrische Verstellelemente 
hochprazise positioniert werden kann, soweit in x- und in y-Richtung bewegt wer- 
den, bis sich ein Maximalwert an den Photodioden 34, 35 einstellt. Urn die Ver- 
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fahrrichtung zu erkennen, muss das Objektiv 19 entweder uber den Maximalwert 
hinaus verfahren werden, oder aber das Objektiv 19 muss mit ausreichend groBer 
Verfahrweite in beiden Richtungen verschoben werden, bis sich ein Maximalwert 
einsteilt. Der Maximalwert wird zusammen mit den dazugehorigen Positionsdaten 
des Objektivs 19 in einem nichtflQchtigen Speicher festgehalten. Treten im Verlaufe 
der Messung Dejustagen der Mikroskopobjektive 19, 20 auf, so werden die gespei- 
cherten Positionsdaten aus dem Speicher abgerufen und entsprechende korrigie- 
rende Steuerbefehle an die piezoelektrischen Verstellelemente ausgegeben. Dieser 
Vorgang kann zyklisch wiederholt werden. 

Fur die Justierung der Mikroskopobjektive 19, 20 entlang der Strahlachse, d.h. in z- 
Richtung, besteht die Moglichkeit die Information aus einer scharfen Abbildung der 
Fourier-Bilder ausnutzen, d.h. es wird das Summensignal der beiden Photodioden 
34, 35 verwendet. Dabei nutzt man aus, dass die Fourier-Bilder mehr und mehr 
verschwimmen, je mehr sich die Objektive 19, 20 aus ihrer exakt justierten z- 
Position entfernen. Sind die Objektive 19, 20 in z-Richtung zu stark dejustiert, so 
verschwinden die Fourier-Bilder vollstandig. Ein maximales Summensignal ergibt 
sich folglich bei exakter Justierung der beiden Objektive 19, 20. Urn Richtung und 
Maximum des Summensignals zu erfassen, wird daher das Objektiv 19 ein wenig in 
positive, und negative z-Richtung verschoben. 1st das Maximum des Summensig- 
nals gefunden, so wird die dazu gehorende z-Position des Objektivs 19 ebenfalls in 
einem Speicher abgelegt. Das Objektiv 19 wird sodann an die gespeicherte Positi- 
on bewegt. Damit ist die Justage des Objektivs 19 in z-Richtung ebenfalls abge- 
schlossen. Auch dieser Vorgang kann zyklisch wiederholt werden. 

AbschlieBend sei ganz besonders darauf hingewiesen, dass das voranstehend er- 
orterte Ausfuhrungsbeispiel lediglich zur Beschreibung der beanspruchten Lehre 
dienen, diese jedoch nicht auf das Ausfuhrungsbeispiel einschrankt. 
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Patentansp ruche 



1. Verfahren zur Justierung der beiden Objektive (19, 20) in einer 4Pi- 
Anordnung eines vorzugsweise konfokalen Scanmikroskops (1), wobei mindestens 
eines der Objektive (19, 20) relativ zu dem anderen Objektiv (20, 19) bewegbar ist, 
dadurch gekennzeichnet, dass ein Referenzobjekt in den Pupillen der 
Objektive (19, 20) abgebildet wird, dass aus den Abbildungen des Referenzobjekts 
fur jedes Objektiv (19, 20) ein eigenes Fourier-Bild erzeugt wird und dass durch 
Bewegen zumindest eines der Objektive (19, 20) relativ zu dem anderen die beiden 
Fourier-Bilder des Referenzobjekts zur Deckung gebracht werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Fourier-Bilder 
von einer Kamera, vorzugsweise einer CCD-Kamera (32), erfasst werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass das einander 
Uberdecken der beiden Fourier-Bilder mittels der Kameraabbildungen der Fourier- 
Bilder kontrolliert wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Ka- 
meraabbildungen der Fourier-Bilder mittels Bildverarbeitungssoftware analysiert 
werden. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
das einander Uberdecken der beiden Fourier-Bilder mittels in der Ebene der Fou- 
rier-Bilder platzierter Photodioden (34, 35) uberwacht wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ei- 
nes der Objektive (1 9) in einer zur Strahlachse der 4Pi-Anordnung orthogonalen 
Ebene - x, y-Richtung - so verschoben wird, dass sich an beiden Photodioden (34, 
35) jeweils ein maximaler Intetisitatswert einstellt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die mit den je- 
weiligen maximalen Intensitatswerten der beiden Photodioden (34, 35) korrespon- 
dierende x, y-Positionierung der Objektive (19, 20) gespeichert wird. 
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8. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass 
mindestens eines der Objektive (19) in Richtung der Strahlachse der 4Pi- 
Anordnung - z-Richtung - so verschoben wird, dass das Summensigna! der Photo- 
dioden (34, 35) einen maximalen Intensitatswert erreicht. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die mit dem Ma- 
ximum des Summensignals der beiden Photodioden (34, 35) korrespondierende z- 
Positionierung der Objektive (19, 20) gespeichert wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Messung bei Abweichungen der Signalintensitaten der Photodioden (34, 35) 
von den Maximalwerten automatisch unterbrochen wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Objektiv (19) bei Abweichungen der Signalintensitaten der Photodioden 
(34, 35) von den Maximalwerten automatisch nachgefuhrt wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Kontrollieren der Fourier-Bilder und ggf. das Nachfiihren des Objektivs 
(19) wahrend einer Messung in regelmaBigen Abstanden zyklisch wiederholt wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 
dass die wahrend einer Messung durchgefuhrten Bewegungen des Objektivs (19) 
protokolliert werden. 

14. Vorrichtung zur Justierung der beiden Objektive (19, 20) in einer 4Pi-Anord- 
nung eines vorzugsweise konfokalen Scanmikroskops, wobei mindestens eines der 
Objektive (19, 20) relativ zu dem anderen Objektiv (20, 19) bewegbar ist, insbeson- 
dere zur Durchfuhrung eines Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, dass zur Abbildung eines Referenzobjekts in 
den Pupillen der Objektive (19, 20) eine Beleuchtungseinrichtung und optische Ein- 
koppelmittel vorgesehen sind, dass aus den Abbildungen des Referenzobjekts fur 
jedes Objektiv (19, 20) ein eigenes Fourier-Bild erzeugbar ist und dass durch Be- 



wegen zumindest eines der Objektive (19, 20) relativ zu dem anderen die beiden 
Fourier-Bilder des Referenzobjekts zur Deckung bringbar sind. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass Referenz- 
objekt eine zweidimensionale Struktur aufweist. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass Referenz- 
objekt als Kreuzblende (23) ausgefuhrt ist. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Referenzobjekt auBerhalb des 4Pi-Anordnung bereitgestellt ist. 

1 8. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 4 bis 1 7, gekennzeichnet durch eine 
Infrarot-Laserlichtquelle (24) als Beleuchtungseinrichtung. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 18, gekennzeichnet durch ei- 
nen Strahlteilerwurfel (27) und eine Linse (28) als Einkoppelmittel. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass das Refe- 
renzobjekt unmittelbar auf der der Beleuchtungseinrichtung zugewandten Seite des 
Strahlteilerwurfels (27) angeordnet ist. 

21 . Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 4 bis 20, gekennzeichnet durch eine 
Linse (31) zur Abbildung der Fourier-Bilder auf eine Kamera, vorzugsweise auf eine 
CCD-Kamera (32). 

22. Vorrichtung nach, einem der Anspruche 14 bis 21, dadurch gekennzeichnet, 
dass in der Ebene (33) der Fourier-Bilder Photodioden (34, 35) angeordnet sind. 

23. Vorrichtung nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass die Photo- 
dioden (34, 35) im Raum hoherer Ordnung der Fourier-Bilder angeordnet sind. 



24. Vorrichtung nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass zwei Photodi- 
oden (34, 35) entsprechend der zweidimensionalen Struktur des Referenzobjektes 
derart angeordnet sind, dass die eine Photodiode (34, 35) die vertikalen (x) Struktu- 
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ren und die andere Photodioden (35, 34) die horizontalen (y) Strukturen der Fou- 
rier-Bilder erfasst. 

25. Vorrichtung nach einem der AnsprGche 14 bis 24, dadurch gekennzeichnet, 
dass piezoelektrische Verstellelemente zur Bewegung des Objektivs (19) vorgese- 
hen sind. 

26. Vorrichtung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die piezo- 
elektrischen Verstellelemente in Abhangigkeit der Signalintensitaten der Photodio- 
den (34, 35) und/oder in Abhangigkeit von Auswertedaten der Bildverarbei- 
tungssoftware ansteuerbar sind. 




Fig. 1 



Zusammenfassung 




Ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Justierung der beiden Objektive (1 9, 20) in 
einer 4Pi-Anordnung eines vorzugsweise konfokalen Scanmikroskops (1), wobei 
mindestens eines der Objektive (1 9, 20) relativ zu dem anderen Objektiv (20, 1 9) 
bewegbar ist, ist im Hinblick auf eine einfache Durchfuhrbarkeit der Justierung so- 
wie im Hinblick auf eine hohe Stabilitat der Justierung uber einen langen Zeitraum 
dadurch gekennzeichnet, dass ein Referenzobjekt in den Pupillen der Objektive 
(19, 20) abgebildet wird, dass aus den Abbildungen des Referenzobjekts fur jedes 
Objektiv (19, 20) ein eigenes Fdurier-Bild erzeugt wird und dass durch Bewegen zu- 
mindest eines der Objektive (1 9, 20) relativ zu dem anderen die beiden Fourier- 
Bilder des Referenzobjekts zur Deckung gebracht werden. 



(Fig- 2) 



